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هتروژن است  ای) بیماریSMCنشاانگان میاستنی مادراادی  
ی سایناپیا سایناپیای، سایناپیای و پ که به ساه نو  پی 
دارای نقص خاصی در انتقال  SMCشود. هر نو  اا تقیای  می 
 سااوکارکه اا طریق یک یا چند  استپیام اا عصا به علاله 
. این بیماری در اوایل نواادی یا کودکی بروا ]7[ شوددنبال می
ها اا افتادگی پلک اساات   عبارتیین علانخیااتکند. پیدا می
ه در ی کهای تنفی پتوا)، ضعف در مکیدن شیر، گریه، عفونت
. در صورتی ]5[ دنبال داردبحرانی ت و اساتفرا  نیز به  ةمرحل
کشنده باشد و باعث  ممکن اسات که این مرحله درمان نشاود، 
کمبود اکیاایژن شااود. با افزای ساان  دلیلآساای به م ز به
  .]3[ افتدر اتفاق میکمتمراحل بحرانی 
در قص ن دلیلنشانگان میاستنی مادراادی نو  سیناپیی به
این  .شودایجاد می )EhCA(نزی  استیل کولین استراا آفعالیت 
 74/00/03 تاریخ دریافت: 
 34/51/03تاریخ پذیرش: 
 ها:كليدواژه
بیمااری نشاااانگاان میاساااتنی 
، جاماعیات )SMCماادراادی  
های چندشاااااااکلی ، اصاافهان 





سایناپیای، هتروژنی اسات که به ساه نو  پی  ای) بیماریSMCنشاانگان میاساتنی مادراادی   زمینه و هدف 
های م لوب در دلیل جه نشانگان میاستنی مادراادی نو  سیناپیی به .شودسیناپیی تقیی  میسیناپیی و پ 
های ژنی است که ال برای تشاخیص مولکولی این بیماری آنالیز میاتقی  جه روش ایدهد. دهمیرخ  QLOCژن 
های انگرنش بررساای پیوسااتگی با اساتفاده اا  درزین های جایگاا روش ،بنابراین است.گیر و پرهزینه بیاایار وتت 
 توان استفاده کرد.می )PNS نوکلئوتیدی های تکجمله چندشاکلی چند شاکلی اا
 ةواتع در ناحی 1698722srنشااانگر های بیوانفورماتیکی طریق بررساای اا ، نخیااتدر این مطالعه هاروشمواد و 
در  1698722sr نشانگرنهایت  ، طراحی پرایمر انجام شد و درنشانگرانتخاب شد. بعد اا انتخاب  QLOCژن  ،3'RTU
تعیین ژنوتیپ شااد و با اسااتفاده اا اطلاعات حاصاال اا تعیین  RCP SMRAطریق تکنیک  جمعیت اصاافهان اا
افاااازار اا نرم در نهایت، محاسبه گردید. popeneGکمک پایگاه بهللی آن آهتروایگوسیتی و فراوانی  ةژنوتیپ، درج
 .اساتفاده شاد )tnetnoC noitamrofnI msihpromyloP( CIP بارای تخمیان مقدار rotaluclaC CIP
، درجة )FAM( A، فراوانی آلل م لوب rotaluclaC CIPو  popeneGهای با توجه به نتایج حاصاال اا پایگاه هایافته
 تخمین اده شد. 6/2313و  6/26758471، 6/332ترتی  به CIPهتروایگوسیتی و مقدار 
اا معیارهای لاام برای نشاااانگری کارآمد اسااات،  6/213نزدیک به  CIPو  >FAM6/5اا آنجاا که  گیرینتیجهه 
در جمعیت ایرانی  SMCمناسابی در تشخیص مولکولی بیماری  با دارابودن شارای  ککرشاده نشاانگر  1698722sr
 د.شوپیشنهاد می
 فر و ولیان بروجنیمعینی 
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. ژن ]8اسااات [ QLOCهای م لوب در ژن دلیل جه امر باه 
 228 یترارگرفته است و پروتئین 52p3روی کرومواوم  QLOC
کند. این ژن میاائول ساانتز پروتئین ای را رمز میمینهآ اسااید
 کولین اساتراانزی  اساتیل آای رشاتهساه ، دم کلاژنی QLOC
ی یکهای کاتالیتیونیتایراین پروتئین میئول اتصال  ].2اسات [ 
های نزی  اساااتیال کولین اساااتراا به یشاااای پایه اا سااالول آ
 ].1[ دارد امنهدسه  QLOC. پروتئین ]1[ سایناپیای اسات پ 
بااعاث نقص جز ی یاا کامل در  هاا امناه یاک اا د  جه در هر
حلور یا عدم .]4[ اهد شدنزی  استیل کولین استراا خوآعملکرد 
ور شادن حلانزی  اساتیل کولین اساتراا باعث طولانیآفعالیت 
این امر باه  .شاااودمی اشگیرناده اساااتیال کولین در کناار
 اییادرسانی در انتهای نورون، حیاسیتشدن جریان پیامطولانی
ه ماهیچ یدر یشا شادن هشادن دپلاریز نتیجه بلوکه و در گیرنده
عرب  1در  X042Gوجود موتاسایون هموایگوت ]. 3انجامد [می
بودن آن را در عراتی یهودی احتماال شاااایع  7و  فلیاااطینی
 .]77، 67[ بخشدکشورهای شرتی توت می
 یا نبودکمک بیوپیای علاله اا طریق به SMC تشاخیص
ساااینااپ عصااا  علاااله در  EhCAضاااعیف  ةمشااااهاد 
)، همچنین شااناسااایی میااتقی  noitcnuj ralucsumoruen 
تعداد بالای با توجه به ]. 37، 57[ شاااودانجاام می هاا جه 
 درروش جایگزیاااااان جه )،  68  QLOCها در ژن جه 
ساتفاده باا ابار اسااس آنالیاز پیوساتگی  ،تشااخیص ژنتیکای 
 ].87است [رهاای چندشاکلی متصال باه ژن نشانگاا 
ترین شاااایع )PNS  دینوکلئوتیا هاای تاک چنادشاااکلی 
 ةطور تقریبی به فاصالو به اساتها در ژنوم انیاان چندشاکلی
جاایااااااگااه ]. 27[ جفات بااای در ژنوم وجود دارد 635
در نظاار گرفتااه  PNSاماناای  نوکلئوتیاادی معمااولاًتااک
 7 تلاحد شااود کاه فراوانای آلال م لاوب آن در جمعیات می
ها در نظر در تشخیص بیماری نشانگر و امانی باشااااد درصاد 
 بر نشاانگرها ]. این17[ دهنده باشادشاود که آگاهیگرفته می
 با و باشااد شااده واتع ژن خارج یا ژن داخل در اینکه حیاا 
. رددا متفاوتی تشخیصی اراش آن هتروایگوتی درجة به توجه
 در شااکل چند نشااانگرهای آللی فراوانی و هتروایگوتی درجة
 به وابیااته الگوی اا و اساات متفاوت مختلف هایجمعیت
 .]17کند [می تبعیت جمعیت
 
 
 هاروشمواد و 
در  QLOCژنی  ةنشانگرهای چندشکلی موجود در ناحی تمامی
-F، resworb emoneg lbmesnE،repPNS، PNSbdهای پایگاه
 ةاا لحاا  جاایگااه، درج  resworB emoneG CSCUو  PNS
 وهتروایگوساایتی، عملکرد و فراوانی آللی آلل م لوب بررساای 
مطالعه  برای QLOCژن  3'RTU ةناحیدر  1698722sr نشانگر
و  Gلل دو آشامل  نشاانگر در جمعیت ایرانی انتخاب شاد. این 
در بیشاااتر  Aلل آلال یال  و متداول و آ  Gلال آ. اسااات A
لحا   اا مذکور نشاانگر رود.شامار میلل م لوب بهآها جمعیت
 noitcnuF PNS و PNS-Fهاای عاملکردی نیز در پاایگااه 
بررساای و مشااخص شااد که در تنظی  بیان ژن  noitciderP
 نق دارد. QLOC
نفر اا  527، اا 1698722sr نشانگرمنظور تعیین ژنوتیپ به
لیتر میلی 67افراد ساال  ییرخویشااوند شاهر اصافهان مقدار 
مولار  6/2باا یلظت  ATDEلیتر میلی 7حااوی  ةخون در لولا 
گراد نگهداری شااد. سااانتی ةدرج -65آوری و در دمای جمع
روش نمک اشااابا  های خون بهبرای نمونه ANDاساااتخراج 
ه  اا نظر شده های اساتخراج ANDد. شا انجام  )tuo gnitlas 
فی با ه  اا نظر کیی با استفاده اا دستگاه اسپکتروفتومتر و کمّ
تعیین  ،د. سااپ شاابررساای  درصااد 7 بردن روی ژل آگارا
انجام  RCP SMRAروش مورد نظر به نشاااانگرژنوتیاپ برای 
 ،شودآیااگر در هرویال استفاده می سهاا  روش، گرفت. در این
و  )remirp retuo drawrof صاورتی که آیااگر رفت خارجی به
تشاکیل باند  )remirp retuo esrever آیااگر برگشات خارجی 
 )remirp retuo drawrof کنترل مثبت و آیااگر رفت خارجی 
تشکیل باند  )remirp renni esrever  برگشات داخلی  و آیااگر
هر  دهد. برایداخلی و تشخیصی برای تعیین ژنوتیپ نمونه می
کدام  شاااود و در هرنموناه دو ویال جداگانه در نظر گرفته می 
برگشاات خارجی و برگشاات داخلی اضااافه آیااگرهای رفت و 
باا این تفااوت کاه نو  آیاااگر داخلی در هر ویاال  شاااود،می
 3'کدام شااامل یک آلل اا دو آلل مارکر در ساار  متفاوت و هر
و تشاخیص نو  آلل را به عهده دارد. بدین  اساتآیااگر مزبور 
ایجاد باند  برایخارجی  دو آیااگرشااامل  آیااگر ، چهارمنظور
طریق پایگاه  لل ااآتشااخیص  برایداخلی  دو آیااگر کنترل و
 یطور اختصااصابه پایگاه . ایندشاطراحی  1remirPاینترنتی 
-SMRA remirp-artetمربوط باه  آیاااگرهاای یطراح یبرا
شااده با های طراحیآیااگر .]47شااود [می گرفته کاربه RCP
 rotalucaC MTو  7ogilOاف ازارهاای اسااااتافااده اا ن ارم 
های آیااگرهایی روی آن انجام شاااد. و ویرای  وتحلیلتجزیه
نظر  و اا TSALBبا ژنوم انیااان  IBCNطریق پایگاه  نهایی اا
یااگرها و طول آاطلاعات  یید شد.أایجاد باند فرعی بررسای و ت 
 .ده استمآ 7باندهای تشخیصی و کنترل در جدول 
، )Mp01( OFاا آیااگر  7µLشامل  RCPشارای  واکن 
 ...در1698722sr  ی ماركهرکبهررسی تنهوع ژنتیه 
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 IRاا آیاااگار  6/21µL، )Mp01( ORاا آیاااگار  6/2µL
 esaremyloP AND qaTاا آناازیاا   6/5µL، )Mp01(
 reffuB RCPاا  5/2µ L،)Mm02( PTNdاا  6/2µ L،)Lµ/u5(
 ANDاا  7µLو  )Mm001( 2lCgMاا  6/21µL، )X01(
 25µLبه  Hdd2Oنهاایات حج  محلول باا  ژنومی بود کاه در 
اا دساااتگاه ترموساااایکلر  RCPانجام  برایرساااانیده شاااد. 
به  RCPانجام  ةاسااتفاده شااد. برنام  )ynamreG frodneppE 
 شرح ایر است:
 ةدرج 83در دمای  noitarutaneD yremirP ةمرحل .7
 دتیقه 2مدت گراد بهسانتی
گراد سانتی ةدرج 83در دمای  noitarutaneD ةمرحل .5
 دتیقه 7مدت به
گراد ساااانتی ةدرج 22در دمای  gnilaennA ةمرحل .3
 دتیقه 7مدت به
گراد ساااانتی ةدرج 51در دمای  noisnetxE ةمرحل .8
 دتیقه 7مدت به
 بار 23تا  8تا  5 ةتکرار مرحل .2
 ةدرجا 51در دماای  noisnetxE laniF ةمارحالا .1
 .دتیقه 2مدت گراد بهسانتی
 28مدت به درصد 5 محصاولات تکثیرشاده روی ژل آگارا 
 leGبا دساتگاه  ،رانده شاد. ساپ  ولت 63دتیقه تحت ولتاژ 
صاورت  VUعکیابرداری اا ژل با کمک نور  noitatnemucoD
 پذیرفت.
هتروایگوسیتی و فراوانی  ةللی، درجآتخمین فراوانی  برای
های هموایگوت و شده و مورد انتظار فنوتیپژنوتیپی مشااهده 
 ،. همچنین]37[ اساتفاده شاد  popeneGهتروایگوت اا پایگاه 
 اساس بر )tnetnoc noitamrofni msihpromylop  CIPمقدار 
 rewoPافزار و نرم rotalucaC CIPطریق پایگاه  اا )7معادلة  
لل یال  و آلی آلمیزان فراوانی  jPو  iPد  شمحاسابه  rekraM
 .)استم لوب 
i𝑖p ∑-1=CIP 
𝑛2




 )7         2jp 1=𝑖
 
 1698722srدر نشانگر  RCP SMRA برایشده های طراحیآغازگر. 0 جدول
 یااگرآطول  mT طول محصول
 یااگرآتوالی 
 '3 - '5
 آیااگر
 OF GTACAGAATCATCGTCCTTAAACAG 25 12/33 -
 OR CTTCACCCGTGCAAGAGAG 37 42/17 333
 )G( IR GTATGGACGTCCGACAAAATCTTA 85 32/13 725
 )A( IR ATATGGACGTCCGACAAAATCTTA 85 42 725
 :OF ;retuO esreveR :OR ;rennI drawroF :IF ;noitcaeR niahC esaremyloP metsyS noitatuM yrotcarfeR noitacifilpmA :RCP SMRA
 rennI esreveR :IR ;retuO drawroF
 
 نتايج
ژنومی و ارایابی آن اا  ANDپ اا استخراج حاضر  ةدر مطالع
چندشااکلی  مارکرتنو  ژنتیکی )، 7نظر کمّی و کیفی  شااکل 
. شدبررسی  RCP SMRAبا روش  1698722srنوکئوتیدی تک
برده و در درصاد  5 گاراآروی ژل  RCPصال اا محصاولات حا 
 .)5شکل  باند مشاهده شد  دوهر ستون 
صااورت فایل ورودی به پایگاه ژنوتیپ افراد تحت مطالعه به
 :استایر  شرحداده شد. نتایج حاصل به  popeneGاینترنتی 
 23، GGنفر ژنوتیپ  35فرد مورد مطاالعاه  527اا  
 داشاااتند. GAنفر ژنوتیاپ  83و  AAنفر ژنوتیاپ 
 های مشااهده شاده و موردفراوانی مربوط به ژنوتیپ
 نشاان داده شاده اسات. 5انتظار در جدول 
و  6/718در جمعیت اصااافهان  Gلل یال  آفراوانی  
 .دست آمدبه 6/332 Aلل م لوب آفراوانی 
شاده در جمعیت اصافهان هموایگوسایتی مشااهده 
کاه  حاالای در اساااات،درصااااد  43/234127
تی مورد انتظار برای جمعیت اصاافهان هموایگوساای
محااساااباه شاااد. هتروایگوسااایتی  62/531187
 71/267584جمعیت اصاافهان  در هشاادمشاااهده
صورتی که هتروایگوسیتی  در درصد تخمین اده شد،
 38/413524مورد انتظاار برای جمعیات اصااافهان 
 .بوددرصد 
و  rotaluclaC CIPکمک پایگاه به CIPمقدار  ،نهاایات  در
ممکن اساات  CIP .دشاامحاساابه  rekraM rewoPافزار نرم
به معنای یک  =CIP6داشاااته باشاااد.  7تاا  6مقاداری بین 
دهندة نشااان =CIP7اساات، درصااورتی که نشااانگر بودن آللی
دو  مارکرخواهد بود. نشانگر ها برای یک نهایتی اا آللتعداد بی
اسااات، بناابراین در  =CIP6/213آللی دارای حاداکثر مقادار 
 6/213مده به عدد آدسااتبه CIPهای دو آللی هر چه نگرنشااا
 فر و ولیان بروجنیمعینی 
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 انگرنش دهندگیاطلا بارای  یشااخص مناساب تر باشد،نزدیک
. با توجه به ]75[ شاااودمینوکلئوتیااادی در نظر گرفته تاااک
 6/213افزار نزدیک به به کمک هر دو نرم ،CIPاینکاه مقادار 
اا نظر  1698722sr نشانگر، بنابراین )3 جدول  تخمین اده شد
 .مناسبی خواهد بودبییار  نشانگردهندگی اطلا 
 
 
 درصد 0كمک ژل آگارز شده بهژنومی استخراج ANDهای . ارزیابی كیفی نمونه0شکل 
 
 
باند كنترل و  ةدهندجفت بازی نشان 442باند  .درصد 3 گارزآروی ژل  RCP SMRAبا استفاده از روش  1698722sr نشانگرتعیین ژنوتیپ . 3 شکل
 بانددو ستون دو كه در هر  صورتی ستون مجاور متعلق به یک نفر است. دردو هر  باند داخلی و تشخیصی است. ةدهندجفت بازی نشان 073باند 
ا نشان باند ر دوون مربوط به یک فرد فقط یک ستون ستدو ولی در صورتی كه از  است، كنترل و تشخیصی مشاهده شود، فرد مورد نظر هتروزیگوت
مربوط به  3و  0شکل سمت چپ ستون  بودن فرد مورد نظر خواهد بود.هموزیگوت ةدهندنشان ،دهد و ستون دیگر فقط باند كنترل را داشته باشد
مربوط به فرد هتروزیگوت  3و  5و ستون  Aگوت مربوط به فرد هموزی 3و  7، ستون Gمربوط به فرد هموزیگوت  9و  2، ستون GAفرد هتروزیگوت 
 .است غیراختصاصی و اضافی باندها یرسااست. 
 
 ...در1698722sr  ی ماركهرکبهررسی تنهوع ژنتیه 
 
 422
 2، شمارة 73، دورة 5420مرداد و شهریور دانشگاه علوم پزشکی سبزوار،    
  1698722sr نشانگر شده و مورد انتظار ازهای مشاهده. ژنوتیپ3 جدول
 های مورد انتظارژنوتیپ شدههای مشاهدهژنوتیپ ژنوتیپ
 53/5577 35 G/G
 21/1211 83 A/G
 88/5577 23 A/A
 
 rekraM rewoPافزار و نرم rotaluclaC CIPبا استفاده از پایگاه  1698722srدر نشانگر  CIP. مقادیر 2جدول 
 CIPمقدار  نشانگر
 rotaluclaC CIP rekraM rewoP




 در ایران و سایر كشورها Gو  Aهای . مقایسة فراوانی آللی آلل2شکل 
 
 بحث
کی ژنتی نشاانگان میاساتنی مادراادی نو  سایناپیای بیماری
اسات. بیماران میاستنی  تواوماااای م لااااوبنادری با وراثت ا
ها را شااامل SMCدرصااد کل  67مادراادی نو  ساایناپیاای 
دارای  EhCAو کدکنندة دم کلاژنی  QLOCشود که در ژن می
، تشخیص QLOCهای ژن ]. تنو  بالای جه 55جه است [
اا را مشاکل کرده اسات. بنابراین، های بیماریمیاتقی  جه 
کمک نشاااانگرهای هاای ییرمیاااتقی  به اساااتفااده اا روش 
 گویا نشانگرهای ]. معرفی35چندشاکلی پیشانهاد شده است [ 
 اب میاستنی ساندروم  بیماری مولکولی مطالعة در مؤثری کمک
 اطلاعات طورهمین. است ایرانی جمعیت در ییرمیتقی  روش
 بانک ایجاد در نشااانگرها ژنوتیپ تعیین اا حاصاال مولکولی
ین در ا .شاودمی گرفته کاربه ایرانی ژنی نشاانگرهای اطلاعاتی
 ینیعمینجورب نایلو و رف 
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 ینژ ةیحان یاهرگناشن یاسررب اا پ ،هعلاطمCOLQ رگناشن ،
rs2278961  پ .دااش باختنا یناریا تیعمج رد هعلاطم یارب
 رگناشن پیتونژ نییعت ااrs2278961  یور725  تیعمج اا رفن
للآ یارب یللآ یناوارف ،ناهفااصا یاهG  وA  هک دااش هبااساحم
هب نآ ریداقم یترت817/6  و233/6  ، پاس .داش هدا نیمخت
 هب هدااشرکک رکرام یارب یتیااسوگیاورته دااصرد هاگیاپ کمک
لاطا یتاعGenepop هدهاشم یتیسوگیاورته .دش هبساحم هدش
 هاب رااظتنا دروم و  یترت485762/17  و425314/83  یبایارا
.دش 
 لالآ یناوارفA  یتاعلاطا هاگیاپ ردdbSNP هب نیگنایم روط
8465/6 ،نینچمه .تااسا هدااش شرازگ رد1000 Genomes 
Project  هاگیاپ قیرط ااEnsembl genome browserاوارف ، ین
 للآA (MAF)  ییایرجین تیعمج رد188/6  اا هک هدااش ه ارا
 هک یتروااص رد ،دوب رتااشیب یناریا تیعمج رد للآ نیا یناوارف
تیعمج یارب رادقم نیا ،ییایلاتیا ،ییایناپااسا ،یااییلگنا یاه
هب یناتیکاپ و یشدلاگنب ،ینپاژ ،ینیچ  یترت874/6 ،841/6 ،
883/6 ،262/6 ،273/6 ،33/6  و323/6گ اا و هداااش شراز
 لکاااش  تاااسا رتمک یناریا تایعمج رد نآ یللآ یناوارف3 .)
 نیرتمک و نیرتاااشیبMAF  هاب تیعمج هب طوبرم ایترت یاه
[ تسا یناتیکاپ و ییایرجین58.] 
 رادقم ،تیااهن ردPIC  یارب رگنااااشنrs2278961 هب کمک
 هاگیاپPIC Calculator مرن و رازفاPower Marker  هباااساحم
 رادقم .داشPIC 3132/6  هکنیا هب هجوت اب هک دش هدا نیمخت
 رادقمPIC  ددع هب رایایب312/6 یهاگآ ،تسا کیدزن یگدنهد
 نیا رگناشن.دوب دهاوخ لااب راییب 
یم ،هعلاطم نیا اا لصاح جیاتن هب هجوت اب ، ومجم رد ناوت
 رگنااااشنrs2278961  ةایحاان رد عتاو3'UTR  نژCOLQ  ار
 رگنااشن  صیخاشت رد یباسانم ینتسایم موردنس یلوکلوم یاه
هب یدااردام.درک یفرعم یگتسویپ زیلانآ شور 
 رکشتينادردق و 
 ناهفصا هاگااشناد یااشهوژپ تنواعم اا یاربتأااجدوب ناایمة 
علاطمة  هناهوژپ لای رد رواابزم،  اا نینچمااه یمامت یدارافا
 اایهت رد هااکة  یراای ار اام هاانومندرکیانادردت و رکاشت دان 
یم ینک. 
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Background Congenital myasthenic syndromes (CMS) recognized 
as heterogeneous disorders arising from presynaptic, synaptic, or 
postsynaptic defects. Congenital myasthenic syndrome due to defects 
in synaptic activity of the acetylcholinesterase enzyme (AChE) is 
caused by recessive mutations in the COLQ gene. Ideal method for 
molecular diagnosis of this disease is direct analysis of the gene 
mutations, which is expensive and time consuming. Therefore, 
alternative methods such as linkage analysis using polymorphic 
markers including single nucleotide polymorphism (SNP) is 
suggested. 
Materials and Methods In this study, using bioinformatic analysis, 
rs2278961 marker located on 3'UTR of COLQ gene was selected 
which contains two alleles G and A. rs2278961 marker was 
genotyped in the Isfahan population by ARMS PCR technique, using 
specific primers. Degree of heterozygosity and allelic frequencies 
were calculated by Genepop software. Finally, the amount of 
polymorphism information content (PIC) was computed by PIC 
Calculator software. 
Results According to the results of Genepop and PIC Calculator, the 
frequency of recessive allele A (MAF), the degree of heterozygosity 
and the PIC were estimated 0.539, 0.61842105 and 0.3735, 
respectively. 
Conclusion  Since the MAF>0.2 and PIC close to 0.375 are the 
criteria for an efficient marker, rs2278961 having mentioned 
conditions, therefore it could be suggested as an appropriate markers 
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